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A microbiota intestinal é composta por vírus, fungos e bactérias, que interagem com o sistema 
imune do indivíduo, por meio da produção de metabolitos e pelo reconhecimento direto de 
padrões associados à patógenos. Esta interação pode afetar o desenvolvimento de doenças e 
consequentemente sua patogênese, além de controlar a microbiota, favorecendo o crescimento 
de uma determinada população e/ou controlando a entrada dos microrganismos na mucosa. 
Durante o desenvolvimento da colite, observa-se o estabelecimento de uma inflamação 
exacerbada do cólon, que causa danos na mucosa, provocando dor, sangramento e outras 
manifestações clínicas nos pacientes acometidos. A microbiota pode ser modulada para 
diminuir essa reposta inflamatória e melhorar o prognostico do paciente. Uma outra doença que 
já foi descrita como modulada pela microbiota, é a Doença de Parkinson, com o acúmulo 
proteico, conhecido como corpos de Levy, que causa a morte de neurônios dopaminérgicos e 
uma falha na via desses neurotransmissores no cérebro. Dependendo da composição da 
microbiota, os sintomas motores diminuem e ativa o chamado brain-gut-axis. Diversos 
compostos são capazes de modular a microbiota, entre eles os cogumelos medicinais. Estudos 
prévios com a espécie Ganoderma lucidum demonstraram sua eficácia na modulação do sistema 
imune, razão pela qual este modelo foi adotado no presente estudo. A indução da Doença de 
Parkinson no estudo foi obtida pela injeção intracerebral de 6OHDA. Partindo-se da hipótese 
de que o brain-gut-axis poderia influenciar a progressão dos sinais no Parkinson, microbiota 
bacteriana dos animais tratados com a 6OHDA foi removida. Os resultados destes grupos, 
quando comparados aos grupos com microbiota intacta, não demostraram nenhuma diferença 
estatisticamente significante na alteração do curso da doença ou seus sintomas. Tampouco 
houve diferença estatística entre os grupos tratados ou não com a β-glucana extraída do 
cogumelo. Entretanto, os resultados nos experimentos de indução de colite por sulfato de sódio 
dextran (DSS) demonstraram alterações na expressão gênica e diminuição da inflamação gerada 
no intestino quando os animais foram tratados com a fração secretada do Ganoderma lucidum. 
Para comprovar que a ligação da β-glucana com o do receptor dectina-1 era imprescindível para 
os dados obtidos, utilizou-se animais knockout para o receptor. Este grupo não apresentou 
alterações nas populações microbianas identificadas bem como não houve alteração no padrão 
inflamatório quando comparado com os animais selvagens que não receberam a β-glucana. 
Estes dados comprovam que a Dectina-1 é capaz de modular a resposta imune local, com 
redução do processo inflamatório observado no modelo de colite utilizado neste trabalho, porém 
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não foi capaz de modular a evolução do modelo de Parkinson. Outros modelos experimentais 
de Parkinson precisam ser testados para que a atividade anti-inflamatória da β-glucana seja 





























The intestinal microbiota is composed of viruses, fungi and bacteria, which interact with the 
individual's immune system, through the production of metabolites and through the direct 
recognition of patterns associated with pathogens. This interaction can affect the development 
of diseases and consequently their pathogenesis, in addition to controlling the microbiota, 
favoring the growth of a certain population and / or controlling the entry of microorganisms in 
the mucosa. During the development of colitis, an exacerbated inflammation of the colon is 
observed, which causes mucosal damage, causing pain, bleeding and other clinical 
manifestations in the affected patients. The microbiota can be modulated to decrease this 
inflammatory response and improve the patient's prognosis. Another disease that has been 
described as modulated by the microbiota is Parkinson's disease, with protein accumulation, 
known as Levy's bodies, which causes the death of dopaminergic neurons and a failure in the 
pathway of these neurotransmitters in the brain. Depending on the composition of the 
microbiota, motor symptoms decrease and activate the so-called brain-gut-axis. Several 
compounds are capable of modulating the microbiota, including medicinal mushrooms. 
Previous studies with the species Ganoderma lucidum demonstrated its effectiveness in 
modulating the immune system, which is why this model was adopted in the present study. 
The induction of Parkinson's disease in the study was achieved by intracerebral injection of 
6OHDA. Based on the hypothesis that the brain-gut-axis could influence the progression of 
signals in Parkinson's, bacterial microbiota from animals treated with 6OHDA was removed. 
The results of these groups, when compared to groups with an intact microbiota, did not show 
any statistically significant difference in altering the course of the disease or its symptoms. 
There was also no statistical difference between the groups treated or not with the β-glucan 
extracted from the mushroom. However, the results in the dextran sodium sulphate (DSS) 
colitis induction experiments demonstrated changes in gene expression and decreased 
inflammation generated in the intestine when the animals were treated with the secreted 
fraction of Ganoderma lucidum. To prove that the binding of β-glucan with that of the dectin-
1 receptor was essential for the data obtained, knockout animals for the receptor were used. 
This group showed no changes in the microbial populations identified, as well as no changes 
in the inflammatory pattern when compared to wild animals that did not receive β-glucan. 
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These data prove that Dectin-1 is able to modulate the local immune response, with a 
reduction in the inflammatory process observed in the colitis model used in this study, but it 
was not able to modulate the evolution of the Parkinson's model. Other experimental models 
of Parkinson's need to be tested so that the anti-inflammatory activity of β-glucan is discarded 

























Na última década, houve um grande interesse no estudo entre a correlação dos 
microrganismos presentes no corpo humano e diversas doenças. Avanços na área demonstraram 
que estes seres interagem com diversos órgãos por meio da produção de metabolitos e de 
antígenos. Tais interações podem modular a resposta inflamatória e alterar a progressão de 
doenças e seus sintomas, mesmo em sítios distantes de onde estes microrganismos habitam. 
(Marchesi et al 2016). 
 
Microbiota  
O corpo humano é colonizado por milhões de microrganismos distintos e vírus em uma 
variada porção de órgãos (cavidade oral, pele, vagina, pulmão, intestino, bexiga). Estes 
dividem-se em diversas composições de vírus, bactérias, fungos e archeas que juntos recebem 
o nome de microbiota. (Shen,T-C D 2017). 
A relação do hospedeiro com a microbiota começa no nascimento, durante o parto 
normal com a passagem do recém-nascido pela microbiota vaginal na fase expulsiva. Após o 
nascimento, a microbiota é modulada pela escolha alimentar do indivíduo, pela localização 
geográfica e o clima em que reside, a dieta da mãe no período de lactação, a idade em que é 
feito o desmame e pela interação com outros indivíduos em todas as fases da vida (Milani C et 
al 2017).  A mudança da composição da microbiota depende de fatores como pH, 
disponibilidade de nutrientes, água, temperatura e de oxigênio (Ursell et al 2012; Kim et al 
2017).  A microbiota se renova diariamente, mas a idade do seu hospedeiro é um importante 
fator para a sua composição e relevância, sendo um exemplo a terceira idade, onde a microbiota 
converge para um cenário com mais bacteriodetes e menos diversidade quando comparado com 
jovens adultos (Otoole P.W. & Jeffery I.B 2015).  
Mais de 50 filos de bactérias já foram encontrados na microbiota, dentre estes os mais 
abundantes, representando 90% da microbiota, são os firmicutes e os bacteroidetes [Sekirov et 
al (2010)]. Além destes, as actinobacterias e as proteobacterias são as populações comuns na 
microbiota intestinal. Os bacteriodetes são bactérias gram-negativas, sem esporo e que são 
conhecidas pela sua capacidade de digerir polissacarídeos complexos gerando os ácidos graxos 
de cadeia curta (SCFA). Os firmicutes são bactérias gram-positivas, produtoras de endósporo e 
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que conseguem sobreviver em ambientes hostis na sua forma dormente. Assim como os 
bacteriodetes, as actinobacteria são gram negativas e conseguem proteger o hospedeiro contra 
possíveis patógenos, por meio de competição e pelo mecanismo de liberação de hidrolases. As 
proteobacterias também são gram negativas e possuem mecanismos de ação e influência na 
homeostase ainda pouco conhecidos. (Kim et al 2017).  
Se o indivíduo está saudável, a relação entre o hospedeiro e microbiota é equilibrada e, 
em muitos casos, funciona como uma barreira de proteção contra doenças, além de ajudar na 
digestão de alimentos. Já em estado de desequilíbrio (disbiose), os organismos oportunistas 
existentes na microbiota ganham espaço podendo causar danos ao tecido intestinal, gerando 
doenças (Ianiro 2016). A disbiose pode ser desencadeada por vários fatores, como infecções, 
intoxicações e uso de medicamentos. Dentre os medicamentos associados com a disbiose, os 
antibióticos ocupam uma posição de destaque. O uso indiscriminado desta classe 
medicamentosa causa a morte de algumas espécies de bactérias, conforme o espectro de ação 
do medicamento utilizado, alterando a composição da microbiota, podendo favorecer algumas 
espécies potencialmente danosas. (Ianiro 2016). Os efeitos da administração de antibióticos são 
duradouros e estudos mostram potencial na diminuição da diversidade da microbiota de 6 meses 
a 2 anos após uso de glicopeptideos como a vancomicina ou lincosamidas como a clindamicinna 
por apenas uma semana. Uma única dose de clindamicina cursa com uma maior 
susceptibilidade a infecção por C. difficile no hospedeiro por um período prolongado. A 
mudança é gerada pela morte seletiva de bactérias, causando um desequilíbrio em populações 
que apresentam interdependência entre si e aumentando as populações resistentes aos 
antimicrobianos administrados (Becattini S et al 2016).  
A microbiota interage intimamente com o sistema imune do indivíduo, apresentando um 
fino equilíbrio entre tolerância e proteção tecidual. A microbiota é capaz de modular a 
imunidade tanto no local em que reside, como o intestino, quanto na imunidade sistêmica, 
afetando tecidos adjacentes ou distantes de si (Tomkovich 2016). 
Esta interação entre a imunidade do indivíduo e a microbiota ocorre por diferentes 
mecanismos, sendo alguns destes pelos metabólitos secretados, a taxa de crescimento dos 
microrganismos, a presença de moléculas imunogênicas na composição da membrana celular 
das espécies encontradas e os componentes do sistema imune do indivíduo. Quando segmentos 
de bactérias filamentosas (SFB) são apresentados via Complexo de Histocompatibilidade de 
classe II (MHCII) por células dendríticas (DC), ocorre a ativação de uma resposta imune perfil 
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Th17.  Todavia, quando os SFB são apresentados por células linfoides inatas (ILCs), esta 
resposta é reprimida. Os SFB também aumentam produção de SIgA (um precursor do IgA) nas 
placas de Peyer. Outra função dos SFB é o aumento do número de neutrófilos na corrente 




A interação entre o sistema imune e sua microbiota é uma rede complexa e variada que 
consegue, por meio de indução direta a partir de metabolitos ou pela apresentação via células 
dendríticas, estimular resposta Th1, Th17 e a produção de diversas citocinas e quimiocinas. 
Microrganismos fagocitados por macrófagos induzem a produção de IL10 e TGFβ repressoras 
da resposta Th1 e IL12 que ativa uma resposta tipo Th1. Essa ativação gera a produção de IFNγ 
que age no recrutamento de macrófagos. Microrganismos fagocitados por células dendríticas 
induzem a produção de IL12, que além de ativar a resposta Th1, ativa células NK. A ativação 
Figura 1 – Relação dos organismos da microbiota e seus metabolitos com o sistema imunológico. Os microrganismos 
presentes na microbiota intestinal são capazes de estimular as placas de peyer a produzir IgA, além de serem 
reconhecidos por células dendríticas e células linfoides inatas e induzir uma reposta Th17. Imagem retirada e legenda 
adaptadas de Tomkovich S & Jobin C. 2016 
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de células NK, a partir da produção de IL22, induzem as células de Paneth a liberarem peptídeos 
antimicrobianos e a ativação de células linfoides inatas. A liberação de peptídeos 
antimicrobianos também pode ser feita por meio da de IL6 e IL23 pelas células DC gerando 
uma resposta Th17 e a produção de Il22. A produção de IL6 pela célula DC ativa a célula 
FOXP3+ Tr1 que produz IL10 e inibe a ativação de células FOXP3 TReg, produtoras de TGFβ. 
O IL10 produzido, inibe a resposta Th17. Células CD103+, ativadas pelos ácidos graxos de 
cadeia curta (SCFA), ativam as células FOXP3+ Treg enquanto reprimem a ativação de células 
FOXP3 tr1 (Figura 2). A ativação do sistema imune pela microbiota e seus metabólitos muda 
dependendo dos microrganismos e moléculas encontradas nesse microambiente.  
 
 
Figura 2 – Rede de citocinas e células imunes na reposta ativada pela microbiota. Os diferentes 
metabólitos produzidos por integrantes da microbiota modulam de forma diferente a resposta imune do hospedeiro. 






Fatores Moduladores da microbiota 
A microbiota é sensível a diversas mudanças e uma delas, talvez a mais significativa, é 
a dieta. Os alimentos ou medicamentos ingeridos tem um impacto relevante na composição da 
microbiota, podendo modular essa população e consequentemente pré-dispor o indivíduo à 
doenças como a colite, doença de Parkinson, aterosclerose, câncer e obesidade (de Clercq et al 
2016; Li DY et al 2017; Garret WS et al 2015; Uyar GO et al 2019). 
Os probióticos e o transplante fecal vêm sendo estudados como formas alternativas de 
tratamento para as mais diversas doenças por interferirem na composição da microbiota 
(Nishida 2017). O uso de probióticos é considerado seguro quando feito em doses baixas, como 
os encontrados em leites fermentados e iogurtes. Já o efeito de altas doses de probióticos ainda 
não é bem determinado, mas pode gerar infecções oportunistas por desbalancear a microbiota 
local. Infecções intestinais, como a infecção por C. difficile, podem ser tratadas com a realização 
de um transplante fecal, impedindo a colonização do intestino por microrganismos oportunistas 
(Crow JR et al 2015).  
O uso de probióticos frente a uma disbiose é amplamente disseminado, mas ao contrário 
do que se imagina, a administração de uma ou poucas linhagens de bactérias não ajuda a 
recolonização da microbiota. Inclusive, o uso de probióticos simples atrasa a recuperação da 
microbiota original. A administração de um conjunto complexo de micro-organismos, por outro 
lado, é benéfica no repovoamento da microbiota e diminuição dos sintomas da disbiose (Suez 
2018). O uso de probióticos como tratamento médico é um desafio. Existem pacientes 
susceptíveis ao tratamento, que tomam probióticos ou são submetidas a um transplante fecal e 
rapidamente incorporam a nova microbiota e permanecem com tal microbiota mesmo após o 
fim do tratamento, enquanto há pessoas resistentes a essa mudança e que retornam a microbiota 
original assim que o tratamento cessa, tornando difícil a padronização de um tratamento padrão 
usando essa ferramenta (Kim et al 2017).   
             Um composto capaz de modular a microbiota apresenta diferentes mecanismos de ação, 
variando da toxicidade para alguns micro-organismos e levando a diminuição da sua 
prevalência e com aumento da de outras populações ou pela modulação do sistema imunológico 
do hospedeiro (Wischmeyer, et al 2016).  
Alterar o fino equilíbrio entre o sistema imune e a microbiota existente é uma das 
ferramentas que os alimentos podem apresentar, com o objetivo de amenizar ou resolver o 
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surgimento de algumas doenças. A ingestão de alimentos que podem modificar a microbiota 
intestinal tem impacto significativo em algumas doenças (Shandu et al 2017).  
Dentre os alimentos utilizados com finalidade terapêutica, os cogumelos ocupam uma 
posição de destaque, sendo muito utilizados na culinária e cultura asiática como tratamentos e 
para manutenção de homeostase (Rathee et al 2011). Os cogumelos são corpos frutíferos de 
fungos dos filos Basidiomycota e Ascomycota que são encontrados nos mais diversos habitats, 
com cores e formatos variados. Alguns cogumelos são tóxicos e não devem ser ingeridos, 
enquanto outros cogumelos são comestíveis e apresentam benefícios terapêuticos (Rai M. et al 
2005). 
O fungo Ganoderma lucidum, conhecido popularmente como Reishi, é usado há 
milhares de anos como tratamento e é considerado um cogumelo sagrado em algumas culturas, 
como a chinesa e japonesa (Wachtel-Galor et al 2011). Nos dias atuais, é um cogumelo 
facilmente encontrado, em forma de cápsulas ou pó, sendo amplamente comercializados. Seus 
benefícios vêm sendo estudados e já foram publicados estudos mostrando dados positivos no 
tratamento de câncer (Ahmet Unlu et al 2016). O nosso grupo de trabalho tem realizado 
experimentos que comprovam a capacidade imunomodulatória de um dos componentes da 
parede deste fungo. A função da parede celular presente nos fungos é fundamental para a 
viabilidade destas células com importante papel na estruturação e proteção da célula. Um outro 
papel importante é a capacidade de interação da parece celular com o sistema imune do 
indivíduo, modulando a ativação da sua resposta imune. Os componentes da parede são diversos 
e incluem glicoproteínas como as mananas, e polissacarídeos como a α-glucana e a β-glucana 
além de outros componentes que ajudam a estruturar a parede como a quitina (Neil et al 2017).  
Esses polissacarídeos já tiveram sua capacidade de imunomodulação demonstrado em vários 
artigos, como o zymosan por exemplo, que é uma β-glucana é capaz de estimular diretamente 
o aumento de fagocitose, produção de oxido nítrico e capacidade fagocitária de macrófagos e 
células dendríticas. Esta atividade é dependente do seu reconhecimento pelos receptores 
Dectina-1, CR3 do sistema complemento e receptor do tipo Toll 2 (TLR2) (Akramienė et al 
2007). Nossos dados demonstraram que a β-glucana obtida do fungo Ganoderma lucidum é 
capaz de interagir com os receptores Dectina-1 e TLR-2. A ausência dos receptores TLR2 e 
Dectina 1 reduzem a produção de TNF-α induzida pela fração obtida a partir do fungo 




Figura 3 - Estímulo de G. lucidum em células KO para TLR2 e Dectina-1. G.lucidum identificado como GI 100 e 
GI 200 dependendo de sua concentração o controle positivo foi realizado com zimosan depletado. Imagem retirada 
e legenda editada de Basso MMA, 2017. 
O receptor Dectina-1 é um receptor transmembrana, com um domínio extracelular do 
domínio de lectina tipo C expresso em macrófagos, células dendríticas e neutrófilos, que 
reconhece polissacarídeos do tipo 1,3 β-glucana presente na parede de fungos e plantas (Reid 
et al 2009). TLR2 é um receptor tipo Toll (TLR) capaz de reconhecer glicoproteínas, 
lipomananas, β-glucanas entre outras moléculas presentes em patógenos e é expresso em células 
dendríticas, linfócitos B e T, monócitos e macrófagos (Borrello et al 2011).  
O reconhecimento da β-glucana pelo receptor Dectina-1 expresso em macrófagos e 
células dendríticas gera uma cascata intracelular dependente de Syk, que por sua vez permite a 
ativação de Card9 ou estimula Raf1. Independentemente da via, ocorre a ativação do fator de 
transcrição NFkB gerando a produção de citocinas (Wagener et al 2018). O receptor TLR2 tem 
a resposta ao reconhecimento de β-glucanas dependente de Myd88, também ativando NFkB e 




 Figura 4 - Reconhecimento de β-glucanas pelos receptores TLR2 e Dectina 1. O reconhecimento é feito 
por meio dos receptores citados, que iniciam uma via intracelular estimulando a resposta imunológica. Imagem 
retirada e legenda adaptada de (Delyth et al 2009) 
A modulação do sistema imune feita pela microbiota e seus metabólitos é um importante 
regulador da inflamação e da resposta imune, o que reflete na resposta do organismo a doenças 






Modulação da microbiota pela β-glucana do Ganoderma lucidum 
 
Dados previamente obtidos por nosso laboratório mostraram que a administração de β-
glucana levou a uma mudança na microbiota dos camundongos. A β-glucana utilizada, além de 
apresentar baixa toxicidade, foi também capaz de modular a produção de citocinas, aumentando 
a produção de TNF-α e melhorando a resposta imune contra infecções fúngicas com nas 
infecções experimentais in vitro e in vivo com o Criptococcos neoformans (Basso et al 2019) 
Este efeito foi observado apenas após 72h após a administração, tempo que sugere que as 
alterações estão relacionadas à ativação do sistema imune local e não pela metabolização deste 
carboidrato pelas bactérias. Analisando a cinética das populações de bactérias presentes no 
intestino, observamos que a mudança de microbiota acontece a partir do segundo dia após a 
terceira doses de β-glucanas e se mantem na nova conformação mesmo após o fim da 




Figura 5 - HeatMap da cinética da população bacteriana da microbiota intestinal com o passar do tempo. O 
tratamento com as frações foi realizado nos primeiros três dias (T01 a T03) e a modificação da população se deu 



















A colite é termo utilizado para caracterizar o processo inflamatório no cólon. Ela está 
presente no grupo de afecções conhecidas por Doenças Inflamatórias Intestinais, que engloba a 
Doença de Crohn, Colite Ulcerativa e Síndrome do Intestino Irritado. A colite pode ser causada 
por infecção bacteriana ou viral, ação de medicamentos ou toxinas, reação autoimune e 
intoxicação alimentar. Apesar das doenças citadas apresentarem manifestações clínicas 
distintas, estas compartilham sintomas comuns, como a diarreia, a febre, a fadiga, a dor 
abdominal, a perda de peso e as fezes mucossanguinolentas (Kathleen A. Head, ND 2003). 
A colite pode apresentar uma evolução gradual e lenta, intermitente ou até se manifestar 
de forma aguda e rapidamente progressiva. Sua grande maioria tem características crônicas e 
multifatoriais, tendo o ambiente, a alimentação, a variabilidade genética e a ativação do sistema 
imunológico do indivíduo como fatores importantes. Apesar de grandes avanços nas ciências 
médicas no último século, sua fisiopatologia ainda é incerta. No desenvolvimento da colite, 
observa-se que os mediadores inflamatórios estão alterados, além dos sinais de stress oxidativo, 
a quantidade de espécies de oxigênio reativo (ROS), a quantidade reduzida de 
glicosaminoglicanos na mucosa (que gera aumento em sua permeabilidade), a diminuição de 
níveis de ácidos graxos de cadeia curta, o aumento da produção de sulfeto e diminuição da 
metilação nos colonócitos, importante via para a eliminação de sulfetos tóxicos a célula do 
cólon  (Kathleen A. Head, ND 2003).  
A incidência da colite varia entre os países desenvolvidos e os países subdesenvolvidos. 
Nos países europeus e américa do Norte a incidência varia entre 0,6 a 20 pessoas afetadas a 
cada cem mil habitantes. Nos países asiáticos e do oriente médio a incidência varia de 0,1 a 6,3 
pessoas afetadas a cada cem mil habitantes. Tal diferença poderia ser explicada pelo avanço das 
medidas higiênicas encontradas em países desenvolvidos, diminuindo a incidência de infecções 
intestinais e fazendo com que a imunidade intestinal não se module conforme as infecções 
ocorridas ao longo da vida (Ford et al 2013). No Brasil não existem dados concretos que 
demonstrem a incidência desta doença. 
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A diferenciação entre a Colite Ulcerativa e a Doença de Crohn é que a primeira atinge 
somente o reto e cólon, poupando ânus e outras partes do intestino, com inflamação na porção 
mucosa da parede intestinal, gerando úlceras (motivo pelo qual recebe seu nome) (Ordás et al 
2012). Já a segunda é caracterizada por resposta inflamatória em todas as camadas da parede 
intestinal envolvendo todo o trato gastrointestinal (da boca ao ânus), com suas principais 
manifestações no cólon (Ballester et al 2018). 
O diagnóstico diferencial das colites é feito através colonoscopia e a confirmação pela 
análise da de inflamação tecidual na biópsia. O prognostico da Colite Ulcerativa é bom, sendo 
que menos de 10% dos pacientes diagnosticados são submetidos a proctocolectomia, com 
retirada total ou parcial do cólon e reto.  O tratamento consiste no uso de fármacos como 
imunomoduladores, corticoides, imunossupressores e aminossalicilatos levando ao 
desaparecimento dos sintomas. Apesar disto, a recidiva ocorre em torno de 90% dos pacientes 
tratados (Ford et al 2013). A Doença de Crohn é mais agressiva, podendo se manifestar com 
fístulas anorretais e estenoses no trânsito intestinal devido os períodos de exacerbação e 
supressão da resposta imune, cursando com pior prognóstico e qualidade de vida do paciente 
(Freeman 2014). 
O cólon apresenta uma barreira epitelial integra, impedindo a entrada de 
microrganismos, secreção de muco, secreção de IgA e outros fatores antimicrobianos como 
RegIIIy mantendo a homeostase do tecido. Com o início da colite, ocorre o aumento da 
permeabilidade intestinal permitindo a interação dos micro-organismos da microbiota intestinal 
com as células do sistema imune do tecido, iniciando uma resposta inflamatória. O primeiro 
reconhecimento ocorre pelos por macrófagos residentes, com produção do fator de necrose 
tumoral (TNF), que ativa os linfócitos inatos (ILCs). Essa via é um dos alvos para terapias com 
anticorpos monoclonais, cujo objetivo de impedir a continuação da cascata inflamatória e a 
diminuição dos sintomas nos pacientes. Além da inflamação gerada, as células Th9 promovem 
a apoptose dos enterócitos e impedem a cicatrização tecidual juntamente com a produção de 
IL-13 pelas células NK T (Figura 6).  
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No estabelecimento da colite, a estrutura do epitélio intestinal é comprometida gerando 
permeabilidade e entrada de microrganismos da microbiota no tecido. A invasão no tecido 
intestinal gera uma resposta inflamatória mediada por células dendríticas e macrófagos 
residentes que a partir da produção de TNF α começa uma resposta inflamatória ativando 
células linfoides inatas (ILC). A perpetuação da inflamação gera um ciclo vicioso de maior 
dano ao tecido e consequentemente maior invasão de microrganismos, tratamentos com 
anticorpos monoclonais agem impedindo essa perpetuação (Figura 6). 
 
A produção de metabolitos como butirato, ácidos graxos de cadeia curta (SCFAs) e PSA, ativam 
células dendríticas residentes, estimulando a produção de IL-10 e a ativação de células T 
regulatórias para uma resposta anti-inflamatória por meio da produção de TGFβ que suprime a 
resposta inflamatória enquanto a ativação de células TCD4+  podem gerar a produção tanto de 
IL-10 em uma reposta anti-inflamatória, quanto de IFNγ em uma resposta pró-infamatória. 
(Figura 7). 
Figura 6 – Comparativo entre o cenário intestinal saudável e frente a um quadro inflamatório. A relação entre a microbiota e o sistema 
imune é modificado com a invasão de microrganismos na mucosa, gerando uma reposta inflamatória. Imagem retirada e modificada de  
(Ungaro R et al 2017). 
 


















Figura 6 Interações entre as diversas populações microbianas, a mucosa e o sistema imune no intestino. Os metabólitos produzidos pelos microrganismos 







Sabendo da atividade da β-glucana na microbiota bacteriana de camundongos e do efeito 
da microbiota sobre doenças como colite e Doença de Parkinson, o objetivo deste trabalho foi 
determinar a importância da modulação da microbiota bacteriana pelo Ganoderma lucidum em 
modelos murinos experimentais de colite induzida por sulfato de sódio dextran (DSS) e 
Parkinson induzido por 6OHDA (6-hidroxidopamina). 
Objetivos específicos 
1. Avaliar o impacto da administração de Ganoderma lucidum, nos genes 
inflamatórios e nos histopatológicos do tecido intestinal de animais submetidos a 
indução de colite por administração de DSS. 
2. Avaliar o impacto da administração de Ganoderma lucidum, nos 
histopatológicos do tecido intestinal de animais KO para Dectina-1 submetidos a 















Materiais e métodos 
Cultivo de Ganoderma lucidum  
Uma amostra de Ganoderma lucidum armazenada no banco de germoplasma da 
Embrapa (autorização de acesso ao Patrimônio Genético CNPq 010342/2014-1) foi recebida 
para a realização dos trabalhos no Laboratório de Imunologia Aplicada/UnB. Uma parte da 
amostra foi inoculada em meio Sabouroud ágar (Acumedia) por 10 dias até que a placa fosse 
completamente colonizada pelo fungo. 
 O substrato de cultivo do cogumelo foi feito com 20% farelo de trigo e 80% serragem 
de eucalipto, essa mistura foi hidratada até que estivesse igualmente úmida. O pH desse 
substrato foi medido por meio da diluição em água e foi acertado para 6.5 com o uso de cal 
agrícola. O substrato final foi colocado em sacos de autoclave, fechado com fita e autoclavados 
a 121ºC por 2 horas. Após a esterilização, o substrato foi inoculado com fragmentos de 2 placas 
de petri de cultivo previamente descrito. O substrato inoculado foi mantido em local com pouca 
iluminação, alta umidificação com umidificadores de ambiente, e temperatura amena. Após 20 
dias nestas condições, o substrato foi envolvido em sacos pretos e foram feitas pequenas 
aberturas. O saco foi então colocado em ambiente úmido, de temperatura ambiente amena e 
com incidência de sol média. Após 20 dias nestas condições, a formação de corpos frutíferos já 
era visível e quando alcançaram tamanho igual ou maior a 2cm, os cogumelos foram retirados 
do substrato.  
Os corpos frutíferos dos cogumelos foram então lavados com água miliQ estéril por 3 
vezes dentro do fluxo laminar. O líquido resultante desta lavagem foi descartado. O cogumelo, 
com a ajuda de um bisturi, foi seccionado e seu interior foi raspado e inoculado em placas de 
petri descartáveis com meio Sabouroud (Acumedia). 
 
Obtenção de β-glucanas de Ganoderma lucidum 
Fragmentos da placa de petri, já tomada pelo fungo, foram retirados e colocados em um 
pré-inóculo de 250ml de meio líquido Sabouroud, com adição de 270µl de ácido lático a cada 
100ml de meio, por 10 dias em shaker a 130 rpm e 30 ºC. Após 10 dias, o pré-inóculo foi 
transferido para um inóculo de 500ml de meio líquido Sabouroud nas mesmas condições e 
tempo de cultivo que o pré-inóculo. 
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Ao final dos 10 dias, o inóculo foi centrifugado a 5000 rpm, 4ºC por 12 minutos, o 
sobrenadante foi descartado, foi adicionado água miliQ estéril e agitamos. A lavagem foi 
realizada 3 vezes. No fim das centrifugações, o sobrenadante foi descartado, o fungo restante 
foi devolvido ao Erlenmeyer com 500ml de água miliQ estéril por 24 horas nas mesmas 
condições que anteriormente. 
No dia seguinte, o cultivo passou por novas lavagens com centrifugações como feitas 
anteriormente, mas o sobrenadante foi guardado e o fungo descartado. O sobrenadante foi 
congelado a -80ºC e liofilizado. O produto liofilizado resultante foi ressuspendido em água e 
sonicado por 9 minutos a amplitude de 30%, o produto foi então centrifugado e a fração solúvel 
foi separada da fração insolúvel, neste trabalho usamos as frações insolúveis. As frações foram 
mantidas a 4ºC. 
 
Quantificação de β-glucanas 
A quantificação das β-glucanas obtidas foi feito com base no método colorimétrico 
fenol-ácido sulfúrico desenvolvido por Dubois et al (1956). Uma curva de concentrações é feita 
usando como amostra açúcar padrão, essa curva é usada para quantificar as amostras obtidas. 
A amostra é adicionada em um tubo de ensaio contendo 500µL de fenol 4% e 2,5 mL de ácido 
sulfúrico, essa mistura é transferida para uma cubeta e lida em um espectrofotômetro a 490nm. 
A absorbância achada é, então, jogada na curva feita com o açúcar padrão para determinar a 
concentração da amostra de interesse. 
 
Animais 
Foram utilizados 127 animais da linhagem Swiss entre 8 a 12 semanas de idade 
provenientes do Biotério do Instituto de Biologia da Universidade de Brasília e 16 animais da 
linhagem C57/Bl6 da mesma faixa etária foram comprados do Biotério Central da Unicamp e 
17 animais da linhagem C57/Bl6 Dec 1 KO foram comprados do  Biotério Central da Unicamp 
.Todos os experimentos usando animais foram aprovados pelo comitê de ética e estão descritos 




Indução de colite  
 A indução de colite foi feita com o Dextrano Sulfato de Sódio (DSS) na concentração 
de 2% na mamadeira de água dos camundongos por um total de 6 dias. O tratamento com β -
glucanas foi feito após protocolo de obtenção de β-glucanas descrito acima. Cada animal 
recebeu 100µg de β-glucana em um volume de 100µL como tratamento por 3 dias antes do 
início da administração de DSS ou nos 3 últimos dias de administração de DSS, conforme tabela 
abaixo (tabela 1). Fezes foram coletadas diariamente. No sétimo dia, os animais foram 
eutanasiados por asfixia por meio da câmara de CO2 e tiveram seu intestino e conteúdo fecal 
recolhidos para análises futuras. 
Sadios Dias  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
 β -glu             
 DSS             
 Coleta             
DSS Dias  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
 β -glu             
 DSS             
 Coleta             
Tratamento Dias  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Prévio β -glu             
 DSS             
 Coleta             
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 Tabela 1 - Desenho experimental do experimento com modelo murino de colite, tanto para os 
camundongos selvagens como os knockouts para o receptor de Dectina-1. Os grupos Sadio, DSS, Tratamento 
Prévio e Tratamento Posterior tiveram fezes coletadas durante todo o experimento (verde), a indução de colite foi 
feita por sete dias (azul) e a administração de β-glucana foi feita antes ou após a indução (coral). 
 
 
 Animais da linhagem C57Bl/6 com idades entre 8 e 12 semanas foram divididos em 
grupos experimentais conforme exemplificado nos materiais e métodos deste trabalho (Tabela 
1). O grupo controle recebeu água comum sem aditivos durante todo o processo, o grupo apenas 
com DSS recebeu o dextran na água sem qualquer tratamento com β -glucanas, o grupo de 
tratamento prévio recebeu três dias de tratamento com β -glucanas, sendo uma dose diária de 
100ug em um volume de 100µL por gavagem, antes de receberem DSS na água e o grupo com 
tratamento posterior recebeu as três doses diárias de β -glucana após o início da administração 
de β -glucanas, conforme esquemas encontrados no material e métodos. O mesmo protocolo foi 
feito para os animais knockout para Dectina 1. 
 Real Time PCR 
As amostras intestinais foram colocadas em eppendorfs e adicionado 1ml de QIazol 
lysis (QIAGEN), as amostras foram levadas ao tissue lyser por 15 minutos totais alternando em 
5 minutos no gelo e 5 minutos no aparelho até completa lise do tecido. Foi adicionado 0,2ml de 
clorofórmio, as amostras foram homogeneizadas e incubadas por 3 minutos. As amostras foram 
centrifugadas a 12000g por 15 minutos a 4ºC. Após a centrifugação, a parte aquosa foi 
transferida para um eppendorf RNAse free. Foi adicionado 0,5 ml de isopropanol a amostra e 
incubada por 10 minutos e centrifugada novamente nos mesmos padrões. O sobrenadante foi 
descartado e a amostra foi lavada duas vezes com 1ml de álcool 75% e centrifugada a 7500g 
por 5 minutos a 4ºC. A amostra foi ressuspendida em água RNAse free.  
Tratamento Dias  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Posterior β -glu             
 DSS             
 Coleta             
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A amostra de RNA foi transformada em cDNA por meio do kit High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kits da AB conforme orientações do fabricante, 2µg de RNA foram 
separados em 10µL de água nucleasse free e  adicionados de 10µL de  2x RT Master Mix (2µL 
10x RT Buffer, 0,8µL 25x dNTP Mix, 2µL RT Random Primers e 4,2 µL de água nucleasse 
free). As amostras foram colocadas em um termociclador onde ficaram por 10 min a 25ºC, 120 
min a 37ºC e 5 min a 85ºC. O cDNA foi usado para a reação de PCR em tempo real usando Kit 
de GoTaq® qPCR Master Mix da Promega conforme instruções do fabricante usando o gene 
RSP9 para controle endógeno da expressão. Cada amostra era composta de 5µL de GoTAQ 
Master Mix, 2µL de cDNA, 2,6µL de água deionizada e 0,2mM de cada oligonucleotídeo 
específico forward na reverse. A reação foi feita com 2min a 50ºC, 5min de 95ºC e 30 ciclos 
alternados entre 3 segundos a 95ºC e 30 segundos a 60ºC. A ciclagem foi setada para o reagente 
SyBr e corrida no modo Fast. Para controle, usamos o gene endógeno RSP9. 
Análises histopatológicas  
              As amostras intestinais dos animais foram acondicionadas em cassetes e mantidas em 
formol até o seu encaminhamento ao Laboratório de Patologia Animal Histopato ou ao 
laboratório de Imunohistoquímica de Brasília. As amostras foram processadas e os cortes de 
5mm foram corados com HE. As análises das amostras foram realizadas com o auxílio da 
professora da Faculdade de Medicina, Dr. Leonora Vianna e do Dr. Florêncio Figueiredo 





Influência da β-glucana na indução de colite em modelo experimental. 
 
Para determinar a influência da microbiota intestinal no modelo de colite induzida pela 
administração oral de Dextrano Sulfato de Sódio (DSS), camundongos C57Bl/6 foram 
divididos em grupos experimentais que receberam ou não DSS na água por sete dias, tratados 
ou não com as β-glucanas.  Durante o período de 7 dias, amostras de fezes foram colhidas 
diariamente, para avaliar a mudança na microbiota destes animais.  No sétimo dia, os animais 
tiveram seus intestinos retirados onde o cólon e o ceco foram separados e tiveram seu conteúdo 
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retirado. O tecido intestinal foi separado para realização de RT PCR e para análise 
histopatológica. 
Como controle, animais normais foram tratados com 3 diferentes concentrações de β-
glucana (100, 200 e 400 µg/camundongo) durante 3 dias. Após 7 dias do último tratamento o 
cólon dos animais foi retirado e foram realizadas análises histopatológicas. Em nenhum dos 
animais, independentemente da concentração de β-glucana, observou-se alterações nos padrões 
normais do tecido, demonstrando que a β-glucana sozinha não é capaz de induzir um perfil 




Assim como os animais do grupo normal (sem administração do tratamento ou de DSS), 
os animais que somente receberam o tratamento com a β-glucana apresentam um intestino 
saudável tanto no colón proximal quanto no ceco. Os animais do grupo DSS, com o quadro de 














Figura 7 - Lâminas de histopatologico de tecido intestinal retirado 
do colon dos animais. Os grupos foram tratados com 100ug de β-




inflamatórias como edema e necrose. No grupo tratado previamente com a β-glucana, a 
inflamação é diminuída em comparação com o grupo colite. Avaliamos também se o tratamento 
posterior à indução da colite com β-glucana também apresentaria um papel anti-inflamatório, 
porém o processo inflamatório foi exacerbado, com deterioração da mucosa e presença de 




























Figura 8 - Imagens de histopatológico de Ceco e Colón dos animais WT. Imagens A, C, E e G são 
lâminas feitas a partir do cólon proximal e as imagens B, D, F e H foram feitas a partir do ceco. As 
setas pretas apontam destruição tecidual causada pela inflamação. 
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Para confirmar os achados dos tecidos com diferentes graus de inflamação, os foram 
analisados os genes relacionados à inflamação e que estavam expressos no tecido. Os genes 
relacionados com a resposta inflamatória e que estavam expressos após a administração de DSS 
foram IL-1β, IL 22, Lipocalin 2, PTX3, STAT 1, TBET e TNF-α, que são genes relacionados 
com um perfil inflamatório. Somente a administração de β-glucana apresentou aumento da 
expressão dos genes relacionados com uma resposta mais anti-inflamatória.  Quando a β-
glucana foi administrada antes da indução da colite, os genes relacionados com a resposta 
inflamatória não apresentaram um aumento de sua expressão com exceção da o IL-22, apesar 
de ser uma citocina pró-inflamatória em outros tecidos, no intestino apresenta um papel oposto. 
Outro gene que teve uma regulação positiva foi o PTX3, apesar de não ter havido aumento de 







O efeito da β -glucana usada, como mencionado anteriormente, é obtido por meio de 
reconhecimento da molécula pelo receptor de Dectina-1. Para demonstrar que o efeito obtido é 
dependente desta via, animais knockout para o receptor em questão foram submetidos ao 
mesmo desenho experimental mostrado anteriormente para colite, uma vez que já havia sido 
demonstrado que a β-glucana utilizada neste projeto era capaz de interagir eficientemente com 
o receptor dectina-1. Para demonstrar que o efeito anti-inflamatório observado era dependente 
desta via, animais knockout para o receptor Dectina-1 foram submetidos ao mesmo desenho 
experimental com indução com tratamento e indução de colite (Figura 11). Os animais foram 
divididos nos grupos experimentais mostrados anteriormente e os animais seguiram o mesmo 
cronograma experimental que os animais selvagens. 
A análise histopatológica comprova uma piora na inflamação e na integridade da 
mucosa no grupo DSS e que não foi tratado com a β-glucana. O tratamento com a β-glucana 
não mudou o padrão inflamatório do tecido, com destruição da mucosa, como observado nos 
Figura 9 - PCRs do experimento de colite com animais WT feito para os 
genes GATA3, IL1beta, IL22, Lipocalin2, PTX3, STAT1, TBET e 
TNFalpha. Os quadrantes superiores mostram os grupos sem administração 
de β-glucana (bgl-), os inferiores representam os grupos com com a 
administração de β-glucana (bgl+). Os quadrantes da direta são os grupos 
que tiveram colite induzida por DSS (dss+) e os quadrantes da esquerda, os 
grupos que não tiveram colite (dss-). 
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animais selvagens que receberam o mesmo tratamento, mostrando que o receptor de dectina-1 
é importante para o efeito anti-inflamatório da molécula (Figura 11).  
A microbiota dos animais knockout para Dectina-1 também foi sequenciada e 
caracterizada no laboratório do Prof.Dr. Christian Hoffman, sendo então comparada com a dos 
animais selvagens.  A microbiota dos animais KO exibe não só uma mudança de microbiota 
com a administração de β-glucanas, quanto uma microbiota inicial diferente da encontrada nos 

























Figura 10 Imagens de histopatológico do Ceco e Colón dos animais KO para dectina-1. Imagens A, C, E e G são lâminas 
feitas a partir do cólon proximal e as imagens B, D, F e H foram feitas a partir do ceco. As setas pretas apontam 
destruição tecidual causada pela inflamação. 
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animais KO para dectina-1 apresentaram uma mudança no perfil no seu padrão de bactérias 










O objetivo deste trabalho foi avaliar se a administração de β-glucana obtida do cogumelo 
G. lucidum seria capaz de modular duas patologias cuja microbiota já foi descrita como 
importante na evolução da doença. 
No modelo experimental de colite a homeostase da mucosa é rompida com a administração de 
DSS gerando um quadro inflamatório agudo que se assemelha muito à colite humana. A colite 
induzida por DSS, usada neste trabalho, foi bem-sucedida gerando aumento da expressão de 
genes pró-inflamatórios além de gerar danos aos tecidos intestinais. A administração da β-
glucana de Ganoderma lucidum anteriormente a indução de colite, gerou uma resposta 
inflamatória diminuída. No entanto, a administração posterior a indução da colite maximiza 
os efeitos da inflamação.  
A colite induzida por DSS gera uma reposta inflamatória que, inicialmente, era relacionada 
com uma reposta Th2 (IL-5) mas já foram demonstrados que fatores de resposta Th1 (TNF α) 
Figura 11 Caracterização da microbiota intestinal em animais WT (A) e Knockout para o receptor 
Dectina-1 (B) nos dias T01 (vermelho) e T03 (verde). Os animais receberam tratamento com β-
glucana e as populações microbianas foram comparadas entre o início do tratamento e após a 
modificação gerada pelo tratamento. 
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e Th17 (IL-17 e IL-23) são importantes nesse quadro inflamatório (Sands 2007; Fuss 1996). 
A resposta inflamatória está diretamente relacionada com a sintomatologia da colite. 
Produção de citocinas pró-inflamatórias como, IL-1. IL-6, IL-33 e TNF α ajudam na 
manutenção e piora do quadro enquanto citocinas anti-inflamatórias como IL-10, IL-37 e 
TGFβ diminuem os efeitos danosos da inflamação (Tatiya-aphiradee 2018). 
Dados prévios do laboratório já tinham observado que o tratamento com a β-glucana só 
alterava a população microbiana do intestino de animais saudáveis depois de 3 dias de 
tratamento, o que descartava a influência da metabolização do carboidrato e sugeria a 
participação da ativação da resposta imune neste quadro (Figura 12). 
O receptor que reconhece a β -glucana, dada como tratamento, é a Dectina-1, e apresenta 
um papel dual no intestino. A função primária da ativação deste receptor é a eliminação e 
proteção do corpo contra fungos patogênicos pelo reconhecimento das moléculas na parede 
celular destes organismos, porém já foi mostrado também o papel do receptor Dectina-1 na 
resposta inflamatória como um potencializador da inflamação (Yoshitomi 2005). Inicialmente 
o papel do receptor Dectina-1 no intestino foi associado à melhora da indução da colite por 
DSS. Iliev e colaboradores (2012) observaram um aumento na produção de mediadores 
inflamatórios que levaram a um quadro mais grave da colite induzida por DSS em camundongos 
KO para o gene que codifica o receptor dectina-1, demonstrando apesar do seu papel protetor 
em infecções fúngicas, no intestino estava associado à resposta inflamatória. Utilizando o 
mesmo modelo experimental em camundongos germ free, Tang e colaboradores (2015) 
mostraram um efeito contrário, onde os camundongos knockouts para este receptor eram mais 
resistentes à colite quando comparados ao tipo selvagem. A importância da microbiota deste 
modelo foi verificada quando a transferência desta microbiota dos camundongos KO resistente 
para o tipo selvagem germ-free conferiu resistência à colite. Os autores observaram que a 
ausência do receptor dectina-1inibiu a produção de peptídeos antimicrobianos, permitindo um 
aumento na população de Lactobacilli, e consequentemente aumento das células T regulatórias. 
No entanto, quando nesta microbiota observou-se a presença da Candida tropicalis, o fenótipo 
de resistência foi alterado para o de susceptibilidade à indução da colite (Iliev et al., 2015), 
sugerindo que esse papel duplo da dectina-1 é altamente dependente da composição da 
microbiota. 
Os AMPs são pequenas proteínas secretadas por células do epitélio intestinal, células 
do sistema imune ou células de paneth. Dentre os AMPs secretados, a família S100A formada 
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por vários AMPs entre eles a calprotectina, que é eficaz na supressão do crescimento de 
bactérias e a família RegIII, que atacam especificamente bactérias gram-positivas, merecem um 
foco maior (Gallo and Hooper, 2012; Cash et al., 2006; Lehotzky et al.,2010) 
A citocina IL-22 é capaz de induzir resposta inflamatória no corpo, mas no intestino 
exerce uma função diferente. No tecido intestinal, a expressão de IL-22 ajuda na manutenção 
da integridade tecidual e da produção de muco agindo na cicatrização e na recuperação tecidual, 
sendo assim, o aumento da expressão de IL-2 nos animais tratados anteriormente com β- 
glucana sugere uma integridade tecidual maior do que a encontrada nos controles (Sugimoto 
2008; Mizoguchi 2018). Outro marcador inflamatório que está modulado no modelo da colite 
é a expressão do gene da pentraxina 3 (PTX3), que é expresso por diferentes tipos celulares, 
particularmente pelos fagócitos mononucleares, células dendríticas, fibroblastos e células 
endoteliais em resposta à estímulos inflamatórios. O PTX3 é produzido e rapidamente 
secretado, se ligando com alta afinidade à proteína C1q do sistema complemento, proteína 6 de 
matriz extracelular induzida elo TNF-α e alguns micro-organismos como o Aspergillus 
fumigatus e Pseudomonas aeroginosa. O PTX3 facilita o reconhecimento dos patógenos uma 
vez que pode ser reconhecido por receptores do Sc ou pelo receptor Dectina-1 (Savchenko et al 
2011). No modelo de colite estudada neste trabalho, está relacionado também com o processo 
inflamatório induzido na colite. Observou-se altos níveis de expressão de PTX3, indicando uma 
colite mais severa, porém nos animais tratados com β-glucanas previamente, o nível de 
expressão deste gene apresentou-se diminuído em comparação aos animais sem tratamento, 
indicando uma diminuição na inflamação associada a colite (Savchenko et al 2011). No grupo 
tratado apenas com a fração, o aumento do número de transcritos de PTX3 pode indicar uma 
maior infiltrado celular na área intestinal, porém sem caracterizar uma inflamação, já que esta 
não é corroborada nos outros marcadores inflamatórios dosados. 
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No modelo usado neste trabalho, os camundongos são livres de patógenos, mas não 
germ free e a estimulação do receptor dectina-1 pelas β-glucanas protegeu o camundongo da 
indução de colite, pela modulação da população bacteriana, como o aumento da Akkermansia.  
A ausência deste receptor manteve o padrão inflamatório observado nos animais selvagens sem 
tratamento.   
 
 
Os resultados encontrados neste trabalho corroboram com os resultados encontrados por 
Xie e colaboradores (2019) onde animais que receberam dieta suplementada com β-glucanas 
de G. lucidum apresentaram sintomas mais brandos de colite do que os controles receberam 
dieta sem a suplementação. De acordo com o mesmo autor, a suplementação com β-glucanas é 
capaz de promover o aumento na população de Ruminococcus que são capazes de aumentar a 
secreção de SCFA além de diminuir as populações de linhagens possivelmente patogênicas 
como a Escherichia–Shigella. Dados do nosso trabalho mostraram que a β-glucana utilizada foi 
capaz de conter o crescimento de E. coli, um mecanismo que pode corroborar com o processo 
inflamatório no intestino (Figura 13). 
Figura 12 Via de  ativação celular desencadeada pelo estímulo com glucanas na presença ou 
ausência de dectina-1. Modificado de Iliev et al., 2015 
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A suplementação de dieta com β-glucana do G. lucidum tem mostrado resultados 
promissores em reduzir  outras patologias intestinais, como o desenvolvimento de câncer 
colorretal com uma mortalidade 30% menor do que os grupos controles e diminuição da 
inflamação em quadros de doença de Chron, aumentando a robustez dos resultados de tal 
tratamento ser efetivo na proteção do tecido intestinal tanto no cenário de carcinogênese quanto 
na colite associada a esse quadro. (Luo et al 2018; Sliva et al 2012; Liu 2015), 
Em resumo, observamos neste trabalho que o tratamento prévio com frações de β -
glucana do G. lucidum preveniram o quadro de colite induzida por DSS. Tal melhora pode ser 
explicado tanto pela contenção direta do crescimento de algumas populações presentes na 
microbiota, como foi visto com E. coli, como pela modulação da expressão de citocinas 
inflamatórias induzidas por meio de reconhecimento pelo receptor Dectina 1 e seus efeitos 
subsequentes ou pela modificação da microbiota frente ao tratamento. A importância 





















Doença de Parkinson 
As doenças neurodegenerativas se baseiam na incapacidade do corpo em regenerar 
certas linhagens de células neurais, causando danos em funções que dependem de tais vias. A 
doença de Parkinson é uma doença multifatorial e com determinantes genéticos ainda pouco 
conhecidos, apesar de 10% dos pacientes terem antecedentes na família. Com o aumento da 
expectativa de vida, houve um aumento considerável de casos de Doença de Parkinson, hoje 
totalizando 1-2% de pessoas acima de 65 anos e 4-5% em pessoas acima de 85 com a doença. 
A estimativa atual é que existam 6,3 milhões de pacientes diagnosticados com a doença e que 
em 2030, esse número chegue em 8,3 milhões de acometidos (Pavlou et al 2017). 
 A morte de neurônios dopaminérgicos e a incapacidade de reposição destes neurônios 
causam o quadro clínico de Parkinson. A perda neuronal é dada devido ao acúmulo de α-
sinucleína, uma proteína abundante nos terminais pré-sinápticos que, em condições normais, é 
quebrada e eliminada sem causar danos. Contundo, na Doença de Parkinson, estas proteínas se 
apresentam aglomerados, com conformações anormais, denominados corpúsculos de Lewis. 
Estas proteínas alteram o funcionamento mitocondrial e consequente causam a morte celular. 
(Burré et al 2018). 
A redução do número de neurônios dopaminérgicos da via nigroestriatal leva o paciente 
a apresentar problemas de controle motor, tendo como manifestações clínicas o tremor, 
dificuldade de iniciar movimentos, instabilidade postural e bradicinesia. Concomitantemente, 
há o surgimento de sintomas não motores como a depressão, apatia, dores e dificuldades no 
controle de movimentos peristálticos (Jankovic 2008).  
A dopamina é um neurotransmissor importante no aprendizado, movimento, humor e 
emoções. Pertencente à família das catecolaminas, a dopamina exerce diferentes funções no 
cérebro e no corpo e é reconhecida pelos receptores D1, D2, D3, D4 e D5 que estão distribuídos 
pelo cérebro. A dopamina está relacionada a motivação e ativação do sistema de recompensa, 
além de ser um precursor natural de noradrenalina e adrenalina (Chakravarthy, S et al 2018).  
 Aproximadamente 50% da dopamina periférica é produzida no intestino por nervos 
entéricos e células intestinais epiteliais, apresentando diferentes afinidade aos diferentes tipos 
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de receptores (D3 > D5 > D4 > D2 > D1). Estes receptores estão presentes nas células intestinais 
e em células do sistema imune inato e adaptativo presente no intestino. Essa diferença de 
afinidade e a distribuição destes receptores é responsável pela diversidade da modulação do 
sistema imune e o trato intestinal pela dopamina (Xue et al 2018). 
O diagnóstico da Doença de Parkinson é feito clinicamente a partir de critérios pré-
estabelecidos para fechar o diagnóstico de Parkinson ou um diagnóstico alternativo (Tolosa et 
al 2006). Exames de imagem e exames histopatológicos post mortem podem ser usados para 
respaldar o diagnóstico (Pagano et al 2016). O tratamento dessa enfermidade é feito com 
medicamentos que aumentam o nível de dopamina no cérebro, tentando restaurar as funções 
normais e diminuir os sintomas da doença. A dopamina não pode ser administrada diretamente 
por ser incapaz de atravessar a barreira hematoencefálica para atingir seu alvo, então são 
utilizados precursores da dopamina que conseguem atravessar a barreia hematoencefálica e são 
convertidos em dopamina no cérebro,  como a L-dopa, agonistas do receptor de dopamina que 
mimetizam o efeito da dopamina no cérebro como bromocriptina e o pergolide ou inibidores de 
monoamina oxidase (MAO B) e Catecol O-Metiltransferase (COMT) que são enzimas 
responsáveis pela quebra e metabolização da dopamina. Também podem ser administrados 
amandatina e anticolinérgicos que contribuem para a diminuição dos sintomas motores (Ferri 
FF 2018; Tarsy D 2018).  
Estudos recentes mostram que a microbiota intestinal é responsável por parte da 
produção de serotonina, um importante neurotransmissor. Mudanças na microbiota geram 
diferenças no comprometimento motor dos pacientes com Parkinson, podendo apresentar 
melhoras significativas. A comunicação entre o intestino e o sistema nervoso central se dá por 
três vias: (a) produção de ácidos graxos de cadeia curta, (b) o nervo vago e (c) o sistema imune. 
Pela capacidade da microbiota de modular o sistema imune, a neuroinflamação presente nas 
doenças neurodegenerativas também é diminuída na ausência de populações microbianas 










Sabendo da atividade da β-glucana na microbiota bacteriana de camundongos e do efeito 
da microbiota sobre doenças como colite e Doença de Parkinson, o objetivo deste trabalho foi 
determinar a importância da modulação da microbiota bacteriana pelo Ganoderma lucidum em 
modelos murinos experimentais de colite induzida por sulfato de sódio dextran (DSS) e 
Parkinson induzido por 6OHDA (6-hidroxidopamina). 
Objetivos específicos 
1. Avaliar o impacto da ausência da microbiota bacteriana na capacidade 
motora de animais submetidos a indução de Parkinson. 
2. Avaliar o impacto da administração de Ganoderma lucidum, na capacidade 
















Materiais e Métodos 
Indução de Parkinson 
No modelo experimental de doença de Parkinson, os animais Swiss seguiram um 
protocolo de indução com 6-hidroxidopamina (6OHDA) por injeção intracerebral (Thiele 
2012). Os animais foram divididos entre os grupos experimentais de maneira aleatória e os 
animais dos grupos sem microbiota receberam um mix de antibióticos que consiste em 
vancomicina (50mg/kg), kanamicina (100mg/kg), ampicilina (100mg/kg) e metronidazol 
(100mg/kg), que foi administrado por meio de gavagem em um volume de 100ul por animal a 
cada 12 horas por um período de 10 dias. 
No 11º dia, os animais foram anestesiados usando ketamina(150mg/kg) e xilazina 
(10mg/kg) injetados via intra-peritonial. Anestesiados, os animais foram imobilizados em um 
esterotáxico, tiveram o local da cirurgia limpo com iodo, os pelos cortados, anestesia local 
aplicada afim de diminuir sangramentos e quaisquer desconfortos e o crânio exposto,  o crânio 
aparente foi limpo usando água oxigenada 10 volumes e, finalmente, a 6OHDA injetada no 
cérebro de acordo com as coordenadas: Antero Posterior = +1,0; Meso Lateral= +1,8 e Dorso 
Ventral= -3,5 a partir do bregma com o auxílio de uma broca cirúrgica. Após o procedimento, 
o local da perfuração é fechado com um curativo de algodão e o crânio exposto é coberto com 
acrílico auto polimerizante. Após a cirurgia, os animais ficavam em ambiente aquecido até 
retomada de consciência. Durante os 3 primeiros dias de pós-operatório, os animais receberam 
uma injeção diária de 500ul de soro glicosado subcutâneo e oferecimento de alimento (ração 
batida com soro glicosado) para facilitar a alimentação. 
Nos três dias antes da cirurgia os animais foram submetidos a treinamentos no RotaRod 
por 5 minutos intercalados com 5 minutos de descanso por 5 vezes. No quinto dia após a 
cirurgia, os animais foram desafiados com RotaRod por no máximo 5 minutos para medir a 
capacidade motora após a indução da doença, para determinar capacidade motora. O teste mede 
o tempo em que o animal consegue permanecer em cima de uma roda em movimento contínuo. 
A permanência do animal no aparelho por cinco minutos confere a ele uma capacidade motora 
saudável, tempos menores indicam uma capacidade motora diminuída. 
 No sétimo dia após a cirurgia, os animais foram injetados com apomorfina (0,00057mg 
por animal) subcutânea e após 30 minutos, os animais foram observados por 5 minutos e 
tiveram a quantidade de giros contada para estimar o tamanho da lesão causadas. A apomorfina 
é um agonista dopaminérgico e sua aplicação gera rotações contralaterais, a quantidade de giros 
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é proporcional ao tamanho da lesão. Após o teste de apomorfina, os animais foram eutanasiados 
por asfixia com uso de câmara de CO2. Intestino foi retirado para análises futuras.  
Os animais foram divididos em: um grupo com animais sadios que não passaram por 
nenhuma cirurgia (Grupo Controle), um grupo de animais sadios que passaram pelo 
procedimento cirúrgico mas que tiveram solução salina injetada ao invés de 6OHDA (Grupo 
SHAM), um grupo sadio que passou pelo procedimento cirúrgico com a injeção de 6OHDA 
(Grupo 6OHDA), um grupo com a microbiota diminuída que passou pelo processo cirúrgico 
mas que tiveram solução salina injetada ao invés de 6OHDA (Grupo SHAM+AB), um grupo 
com a microbiota diminuída que passou pelo procedimento cirúrgico com injeção de 6OHDA 
(Grupo 6OHDA+AB). O modelo utilizado tem uma alta taxa de mortalidade e por isso, foi feito 
um n=7 para os experimentos sem adição de β -glucanas e com n=5 para os experimentos com 
adição de β -glucana, para atingir uma relevância estatística mínima desejável dentro das 
limitações impostas pela mortalidade excessiva. 
 
Controle 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
Antibióticos                  
RotaRod                  
Cirurgia                   
Pós-Operatório                  
Apomorfina                  
Tabela 2 - Desenho experimental de indução de Parkinson - Grupo Controle. 
Administração de antibióticos (coral), o treinamento/desafio com RotaRod (verde), a cirurgia 
(azul), o pós-operatório (amarelo), a administração de β-glucana (rosa) e o teste de 
apomorfina/sacrifício (preto) especificados dentre os 17 dias do experimento. 
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Tabela 3 - Desenho experimental de indução de Parkinson - Grupo Controle sem Antibióticos. 
Administração de antibióticos (coral), o treinamento/desafio com RotaRod (verde), a cirurgia 
Controle 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
Antibióticos                  
RotaRod                  
Cirurgia                   
Pós-Operatório                  
Apomorfina                  
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azul), o pós-operatório (amarelo), a administração de β-glucana (rosa) e o teste de 
apomorfina/sacrifício (preto) especificados dentre os 17 dias do experimento. 
 
 
Tabela 4 - Desenho experimental de indução de Parkinson - Grupo SHAM (cirurgia sem 
injeção de droga). Administração de antibióticos (coral), o treinamento/desafio com RotaRod 
(verde), a cirurgia (azul), o pós-operatório (amarelo), a administração de β-glucana (rosa) e o 
teste de apomorfina/sacrifício (preto) especificados dentre os 17 dias do experimento. 
 
Tabela 5 - Desenho experimental de indução de Parkinson - Grupo 6OHDA (cirurgia 
com injeção da droga). Administração de antibióticos (coral), o treinamento/desafio com 
SHAM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
Antibióticos                  
RotaRod                  
Cirurgia-salina                  
Pós-Operatório                  
Apomorfina                  
6OHDA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
Antibióticos                  
RotaRod                  
Cirurgia-6OHDA                   
Pós-Operatório                  
Apomorfina                  
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RotaRod (verde), a cirurgia (azul), o pós-operatório (amarelo), a administração de β-glucana 
(rosa) e o teste de apomorfina/sacrifício (preto) especificados dentre os 17 dias do experimento. 
 
 
Tabela 6 - Desenho experimental de indução de Parkinson - Grupo SHAM +AB 
(cirurgia sem injeção da droga e com administração de antibióticos). Administração de 
antibióticos (coral), o treinamento/desafio com RotaRod (verde), a cirurgia (azul), o pós-
operatório (amarelo), a administração de β-glucana (rosa) e o teste de apomorfina/sacrifício 
(preto) especificados dentre os 17 dias do experimento. 
SHAM+AB  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
Antibióticos                  
RotaRod                  
Cirurgia-salina                   
Pós-Operatório                  
Apomorfina                  
6OHDA+AB  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
Antibióticos                  
RotaRod                  
Cirurgia-6OHDA                   
Pós-Operatório                  







Os gráficos e análises estatísticas deste trabalho foram feitos no programa Prism 
GraphPad 8.3. O teste estatístico escolhido foi o One-way anova, em que a significância foi 
considerada quando com *, quando P <0,05; com **, quando P < 0,01; com ***, quando P < 
0,001; com ****, quando P <0,0001 e com ns, quando P > 0,05. 
Tabela 7- Desenho experimental de indução de Parkinson - Grupo 6OHDA +AB 
(cirurgia com injeção da droga e com administração de antibióticos). Administração de 
antibióticos (coral), o treinamento/desafio com RotaRod (verde), a cirurgia (azul), o pós-
operatório (amarelo), a administração de β-glucana (rosa) e o teste de apomorfina/sacrifício 
(preto) especificados dentre os 17 dias do experimento. 
 
 
6OHDA BG  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
Antibióticos                  
RotaRod                  
Cirurgia                   
Pós-Operatório                  
β -glucana                  
Apomorfina                  
Tabela 8 - Desenho experimental de indução de Parkinson - Grupo 6OHDA +AB + BG 
(cirurgia com injeção da droga; com administração de antibióticos e com tratamento com 
frações de Ganoderma lucidum). Administração de antibióticos (coral), o treinamento/desafio 
com RotaRod (verde), a cirurgia (azul), o pós-operatório (amarelo), a administração de β-






Influência da microbiota no desenvolvimento da doença de Parkinson. 
 
Para determinar a importância da microbiota bacteriana modulada pelo tratamento com 
a β-glucana, no modelo murino da doença de Parkinson, induzida pela injeção intracerebral 
unilateral de 6OHDA no estriato, os animais foram divididos em grupos conforme detalhado 
anteriormente.   Conforme padronizado previamente, a injeção intracerebral de 6OHDA gerou 
uma lesão no estriato, especificamente em neurônios dopaminérgicos, com efeito similar à lesão 
encontrada nos casos naturais de Parkinson (Duty 2011). 
Após cinco dias da cirurgia de indução da doença, os animais do grupo que tiveram a 
droga indutora injetada (6OHDA) apresentam uma diminuição da capacidade motora aferida  
pela diminuição do tempo de permanência no RotaRod sugerindo uma indução  da destruição 
dos neurônios dopaminérgicos bem-sucedida, quando comparados com o grupo não operado 















































Figura 13 Animais Swiss de 8 a 12 semanas tiveram seu tempo de permanência no RotaRod medido após 
cinco dias da cirurgia. Os grupos controle e SHAM que não receberam a droga indutora de Parkinson, 
apresentam tempo máximo de permanência no aparelho enquanto os os grupos que receberam o indutor 




Para analisar se a microbiota era capaz de interferir com o estabelecimento do Parkinson 
neste modelo experimental, os animais foram tratados com um coquetel de antibióticos. A taxa 
de mortalidade no grupo tratado com os antibióticos foi elevada, mesmo levando em 
consideração o modelo descrito na literatura. A tabela 9 demonstra que o grupo com microbiota 
diminuída teve mais que o dobro de mortes quando comparado aos animais com microbiota 
intacta. A morte dos animais pode estar associada a uma maior fragilidade destes animais, 
reforçando a importância da microbiota na doença de Parkinson.  Analisamos então a 
modulação dos animais que permaneceram vivos mesmo com o uso dos antibióticos. 
 
Mortes por grupo Com injeção de Salina Com injeção de 6OHDA 
Com Antibióticos 0 14 
Sem Antibióticos 1 5 
Tabela 9 - Morte de animais durante os experimentos dos grupos com ou sem indução da doença e com ou sem diminuição 
da microbiota. 
 
Conforme demonstrado na figura, a ausência da microbiota nos animais que 
sobreviveram, não interferiu nos resultados observados tanto do grupo SHAM quanto do  grupo 
tratado (6OHDA). (Figura 13). 
Após sete dias após a cirurgia de indução da lesão, os animais receberam inoculação de 
apomorfina (sc) para que o tamanho da lesão pudesse ser estimado. Animais do grupo controle 
ou SHAM apresentaram poucos ou nenhum giro contralateral. Os animais tratados com 
6HODA apresentaram números maiores de giros, comprovando a indução da lesão cerebral. 
No entanto, a administração do coquetel de antibióticos não alterou os resultados observado 























































Figura 14 Animais Swiss de 8 a 12 semanas tiveram seu número de giros contabilizados durante cinco minutos após trinta 
minutos da injeção de apomorfina subcutânea. Os grupos controle e SHAM, que não receberam a droga indutora, 
apresentam número nulo de giros enquanto os grupos que receberam o indutor apresentam quantidade significativa 
de giros. 
 
Considerando que, neste modelo onde grande parte dos animais tratados sucumbiram à 
doença de Parkinson, a presença da microbiota não foi determinante na avaliação da doença, 
utilizamos um modulador da microbiota, já padronizado pelo nosso grupo, a β -glucana do 
cogumelo Ganoderma lucidum. Conforme descrito anteriormente, a β -glucana foi administrada 
nos três primeiros dias de pós-operatório por gavagem, na tentativa que a modulação a 
população bacteriana da microbiota intestinal. Após cinco dias da cirurgia de indução do 
Parkinson, os animais foram submetidos ao teste de capacidade motora, o RotaRod (Figura 15). 
O resultado mostrou que a indução de doença de Parkinson foi bem-sucedida por apresentar 
diferenças estatísticas entre o grupo controle e o SHAM e os grupos que tiveram a droga 
indutora injetada 6HODA. A administração de β-glucanas após o procedimento cirúrgico não 
alterou a permanência dos animais no aparelho. (Figura 16). 
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No teste com apomorfina, após sete dias da administração da droga indutora da doença, 
os animais não apresentaram diferença estatística entre os grupos que foram tratados com a β-
glucana (Figura 17).  
 
Figura 15 Animais Swiss de 8 a 12 semanas tiveram seu tempo de permanência no RotaRod medido após 
cinco dias da cirurgia. Os grupos controle e SHAM que não receberam a droga indutora de 
Parkinson, apresentam tempo máximo de permanência no aparelho enquanto os grupos que 
receberam o indutor mostram considerável redução no tempo apesar do tratamento com β-




Com base nos resultados apresentados acima, podemos supor que a administração de β-
glucana após indução de Parkinson por injeção de 6OHDA ou a administração de antibióticos 






O outro modelo que testamos para analisar a atividade das β -glucanas foi a doença 
experimental de Parkinson induzido com a 6OHDA. Neste modelo não observamos qualquer 
atividade moduladora na gravidade dos sintomas apresentados. 
Estudos recentes mostram que os pacientes com doença de Parkinson apresentam uma 
microbiota pouco diversa e com aumento de populações especificas, independentemente do 
estilo de vida destes pacientes. Em modelos animais, já foi demonstrado a importância da 
microbiota intestinal em animais que desenvolvem a doença naturalmente ou que tem a doença 
Figura 16 Animais Swiss de 8 a 12 semanas tiveram seu número de giros contabilizados durante cinco minutos após 
trinta minutos da injeção de apomorfina subcutânea. Os grupos controle e SHAM, que não receberam a droga 
indutora, apresentam número nulo de giros enquanto os grupos que receberam o indutor apresentam 
quantidade significativa de giros apesar do tratamento com β-glucanas não ter surtido efeito. 
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induzida por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) apresentando uma melhora 
significante (p<0,001) em testes motores quando houve o transplante de microbiota de um 
animal saudável para o doente (Langston JW 2017; Sun MF et al 2018). A disbiose encontrada 
no Parkinson em modelo animal, tanto natural quanto induzido por MPTP, é um fator 
importante na sintomatologia dos acometidos.  
Alguns artigos relacionam a perda de diversidade na microbiota, que acontece 
naturalmente com o envelhecimento, com o desenvolvimento de doenças neurodegenerativas 
nesta mesma faixa etária (Sun MF et al 2018). Infecções intestinais, como a infecção por 
Helicobacter pylori, tiveram sua importância demonstrada em doenças neurodegenerativas 
como a doença de Parkinson (Shen et al 2017). A inflamação induzida pela H. pylori, aumenta 
a patogenicidade da doença de Parkinson e pacientes com PD são três vezes mais prováveis 
soro positivos para H. pylori do que controles (Charlett et al 1999). Doenças neurodegenerativas 
também foram relacionadas ao crescimento anormal de bactérias no intestino delgado (Fasano 
et al 2013). 
O desenvolvimento da doença de Parkinson, causa modificações na microbiota que se 
afastam muito dos controles de mesma idade e estilo de vida. Entre as mudanças, a supressão 
da família Prevotellaceae e espécies com efeitos anti inflamatórios como as dos gêneros 
Blautia, Coprococcus, Roseburia e Fecalibacterium, Erysipelotrichaceae e Ruminococcus 
além do aumento de gêneros de bactérias com resultados pró-inflamatórios como 
Enterococcaceae, Proteobacteria e Enterobacteriaceae, Akkermansia, Bifidumbacterium, 
Streptococcus e Proteus. Tal mudança de composição, gera agravamento dos sintomas 
relacionados a doença de Parkinson (Scheperjans 2015; Keshavarzian 2015; Hopfner 2017; 
Hill-Burns 2017; Hasegawa 2015; Bedarf 2017).  
O modelo usado para indução com MPTP tem a droga injetada no peritônio já que a 
droga ultrapassa a barreira hematoencefálica por ser lipofílica.  O modelo não gera lesão pelo 
acúmulo de α-sinucleina como o modelo natural de Parkinson, mas ele passa por uma 
metabolização após chegar ao cérebro, processo que não acontece no modelo de indução por 
6OHDA que tem a injeção feita já no local de ação. Ao passar a barreira hematoencefálica, o 
MPTP é convertido em MPP+ (1-metil-4-fenilpiridina), composto altamente tóxico, que é 
convertido por meio da monoamino oxidase (MAO B) por meio dos astrócitos (Schober A. 
2004). A alta concentração de MPP+ causa danos na mitocôndria e gera morte celular por stress 
oxidativo, forma similar à que acontece nos casos de Parkinson natural (Langston JW 2017), 
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dentro das células o metabólito pode se acumular na mitocôndria, afetando o processo de 
respiração celular por impedir a ação do complexo I mitocondrial (Nicklas et al. 1985; Mizuno 
et al. 1987) 
Em contrapartida, a injeção de 6OHDA que é um análogo da dopamina, causa morte 
celular, também, por disfunções na mitocôndria já que tal molécula foi especulado ser tóxica 
para o complexo 1 mitocondrial (Cleeter et al. 1992; Betarbet et al.2002), mas não ultrapassa a 
barreira e por isso, não apresenta efeitos sistêmicos (Ren et al 2019) (Figura 18) 
 
Figura 17 Mecanismo intracelular de ação do MPTP e da 6OHDA. O MPTP é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica, 
é metabolizado pelo astrócito e compromete a função mitocondrial. Já a 6OHDA (Schober, A. et al 2004) 
Esses dados levantam a hipótese de que tanto a farmacocinética como a 
farmacodinâmica destas duas drogas geram diferentes fatores, que são determinantes na 
importância da microbiota nestes modelos. Com a administração sistêmica de MPTP 
ocasionada por uma injeção peritoneal, o efeito obtido, poderia ser dado pela possibilidade de 
ligação em neurônios dopaminérgicos periféricos causando efeitos em outros órgãos além do 
cérebro, o que explicaria o seu efeito sobre o intestino e a microbiota, apesar de nossos 
resultados não serem suficientes para confirmar essa hipótese. O tratamento local com 6OHDA, 
por sua vez, não tem ação sobre os neurônios periféricos e isso explicaria a falta de efeito dessa 
maneira de indução no intestino e na microbiota. 
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Era esperado que com o tratamento com a β -glucana, os animais tivessem diminuição 
dos sinais motores de Parkinson pela modificação gerada na microbiota como já foi mostrado 
em outros trabalhos que o transplante fecal, ou seja, a troca completa de microbiota gera uma 
melhora significativa nos sintomas motores dos animais.  Dentre as limitações deste trabalho, 
a microbiota não sequenciada ainda não permite que seja afirmado que não houve alterações na 
microbiota podendo ter mudanças que apenas não fizeram a melhora desejada nos testes 
comportamentais. Também,  não temos a confirmação de que o modelo de microbiota 
diminuída com os antibióticos tenha sido efetiva, mas com a ampla gama de antibióticos dados 
e a modificação da microbiota tanto com antibióticos quanto com a β -glucana não ter tido 
nenhum efeito, é provável que o modelo em questão não altere a microbiota e que o modelo de 
microbiota diminuída tenha sido efetivo. 
Outra questão a ser explorada é a avaliação dos animais sobreviventes e seu microbioma. 
Os animais que sobrevivem a indução da doença e a retirada da microbiota poderiam ser 
considerados um grupo onde a microbiota bacteriana intestinal teve uma importância reduzida 
quando comparados aos animais não sobreviventes. Tal diferença pode ter comprometido o 
resultado encontrado.  
Como sugestão para futuras análises que responderiam algumas das dúvidas 
apresentadas aqui, estariam o sequenciamento da microbiota para confirmação do modelo de 
microbiota diminuída e da mudança da microbiota induzida pelo 6OHDA. A administração de 
β -glucana em um modelo induzido por MPTP para confirmar a melhora esperada e a análise 
do comprometimento de neurônios periféricos no modelo de MPTP com o uso de bloqueadores 










Atividade da β-glucana em duas populações de bactérias 
              Inóculos de E. coli e S. aureus foram cultivados em meio LB líquido por 24 horas em 
estufa a 37ºC. Os inóculos foram colocados em placa de 96 poços em triplicata biológica. Um 
grupo de cada linhagem foi colocado apenas com meio LB líquido e outro grupo de cada 
linhagem foi colocado com 100µg de β -glucana por poço. A placa foi colocada no Eon (marca) 
por 72h com rotação orbital continua e temperatura de 37ºC. Os parâmetros escolhidos foram 
usados para mimetizar as condições corporais, como a temperatura de 37ºC, a mesma dosagem 
dada aos animais e o tempo que já foi mostrado anteriormente ser necessário para ver as 




Ação direta da β -glucana 
 
Para confirmar que as mudanças observadas na microbiota foram moduladas pela 
administração de β-glucanas pela atuação direta sobre a modulação no sistema imune e não por 
uma atividade microbicida, foi realizado a cinética de crescimento de uma bactéria gram-
negativa, Escherichia coli (E.coli),  e uma gram-positiva, Staphylococcus aureus (S.aureus), 
por 72h a 37ºC uma vez que estas duas bactérias estão  presentes na microbiota intestinal.  
 
 
Tanto a E. coli como o S. aureus apresentaram um crescimento exponencial até 30h de 
cultivo. A adição de β-glucana na cultura não interferiu no padrão de crescimento do S. aureus, 
o que mostra que não houve uma atividade direta deste carboidrato nas bactérias. Analisando o 
crescimento da E. coli incubada com a β-glucana, houve uma diminuição significativa do 



























Figura 18 E.coli e S.aureus foram cultivadas na presença (vermelho e roxo) ou na ausência (azul e verde) de β-glucana 
proveniente de G.lucidum. O cultivo foi feito em placa de 96 poços e mantida no Eon por 72 horas a 37ºC com OD (600nm) 
sendo medida a cada 30 min. 
  
Após cinética de crescimento, as amostras de E. coli incubadas ou não com a β-glucana 
foram lavadas e plaqueadas em meio LB sólido para determinar se mecanismo da diminuição 
do crescimento era bacteriostático ou bactericida. Após 24 horas de incubação, as amostras 
foram analisadas (Figura 20). Observa-se que as amostras foram capazes de crescer por toda a 
placa. O crescimento do controle (esquerda) e do grupo tratado com β-glucana (direita) não teve 
alterações significativas indicando que a fração administrada não teve ação bactericida, mas 






















Figura 19 Placas de meio LB semeadas com a bactéria E.coli na presença (B) ou na ausência 





Os resultados obtidos nesse trabalho, mostram um potencial tratamento preventivo feito 
com a fração insolúvel da β-glucana em situações de crises inflamatórias recorrentes como a 
colite. Esse tratamento é feito tanto pela modulação do sistema imunológico do hospedeiro 
quanto pela ação direta da β-glucana que precisa ser melhor elucidada. No modelo de Parkinson, 
o modelo escolhido com aplicação local do indutor, se mostrou não efetivo para o estudo da 





















Lista de Abreviaturas 
 
AB                Antibióticos  
°C                Graus Celsius 
µL                Microlitro 
µg                 Micrograma 
µM               Micromolar 
AMP             Peptídeos antimicrobianos 
cDNA           DNA Cíclico 
CLR              Receptores de Tipo Lecitina 
cm                 Centímetros  
CO2               Dióxido de Carbono 
COMT           Catecol O-Metiltransferase 
DNA             Ácido Desoxirribonucleico 
DSS               Sulfato de Sódio Dextrano 
g                    Força Centrífuga Relativa 
IL                  Interleucina 
IL-1R            Receptor de Citocinas da Família IL-1 
m                   Metro 
MAO B         Monoamino Oxidase 
mL                 Mililitros 
mM               Milimolar 
mg                  Miligrama 
MPTP             1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina 
NF-κB           Fator Nuclear kappa B 
ng                   Nanograma 
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nm                  Nanômetro 
PAMP             Padrão Molecular Associado à Patógenos 
PCR                Reação em Cadeia da Polimerase 
pH                   Potencial Hidrogeniônico 
RNA                Ácido Ribonucleico 
RPM                 Rotações por Minuto 
SDB                  Sabouraud Dextrose Broth 
SNC                  Sistema Nervoso Central 
SyK                   Tirosina Quinase Esplênica 
Th                      Linfócito T Auxiliar 
TLR                   Receptor do Tipo toll 
TNF                   Fator de Necrose Tumoral 
O2                      Oxigênio 
UnB                    Universidade de Brasília 
USP                    Universidade de São Paulo 
WT                      Wild Type – Animal selvagem 
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